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Введение 
Острые лейкозы (ОЛ), ассоциированные с перестройками гена MLL (myeloid-
lymphoid leukemia, mixed-lineage leukemia), расположенного в хромосомном райо-
не 11q23 [1–3], наиболее часто встречаются у детей первого года жизни, поэто-
му в рамках данной работы мы остановимся только на этой возрастной группе.
В настоящее время достигнуты значительные успехи в лечении острого лим-
фобластного лейкоза (ОЛЛ) у детей старше 1 года: неуклонно повышается бес-
событийная (БСВ) и общая выживаемость (ОВ) пациентов, снижается часто-
та развития рецидивов. В то же время результаты терапии ОЛЛ у детей перво-
го года жизни остаются неудовлетворительными: БСВ редко превышает 45%, а 
основной причиной неудачи терапии являются рецидивы [4–14]. На сегодняш-
ний день наиболее эффективным способом прогнозировать развитие рециди-
вов считается определение минимальной остаточной болезни (МОБ). Для этой 
цели применяются такие высокочувствительные методы клинической лабора-
торной диагностики как многоцветная проточная цитометрия и различные ва-
рианты полимеразной цепной реакции (ПЦР). Однако биологические особен-
ности ОЛ у детей первого года жизни требуют создания специальных методов 
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выявления МОБ с последующим сравнительным анализом полученных резуль-
татов между собой и оценкой вероятности развития рецидивов.
При использовании метода проточной цитометрии для мониторинга МОБ у 
детей первого года жизни с ОЛЛ основными сложностями использования это-
го метода являются особенности иммунофенотипа опухолевых клеток при на-
личии перестроек гена MLL, а также нестабильность экспрессии антигенов во 
время терапии [15, 16]. Кроме того, чаще всего описываются только алгорит-
мы оценки МОБ у детей с CD10-позитивными В-линейными ОЛЛ, в то время 
как у детей первого года жизни преобладают CD10-негативные варианты. Не-
смотря на то, что при CD10-позитивном и CD10-негативном вариантах ОЛЛ из 
B-линейных предшественников применяется одинаковая панель антигенов, 
отдельные маркеры используются в различных целях (табл. 1). Исходя из этого 
нами было сформулировано два различных алгоритма анализа данных (рис. 1). 
Также для успешного определения МОБ нужно также учитывать, что фенотип 
опухолевых клеток может существенно меняться во время терапии. [17, 18].
Таблица 1
Задачи применения различных антигенов для определения МОБ при CD10-
позитивном и CD10-негативном ОЛЛ из В-линейных предшественников (ВП-ОЛЛ)
Маркер CD10-позитивный ВП-ОЛЛ CD10-негативный ВП-ОЛЛ
CD19 выделение всех клеток В-линии выделение всех клеток В-линии
CD10 выделение опухолевых клеток исключение из анализа нормальных В-линейных предшественников
CD20 выделение опухолевых клеток, исключение из анализа В-лимфоцитов
исключение из анализа нормальных 
В-линейных предшественников и В-лимфоцитов
CD34 выделение опухолевых клеток выделение опухолевых клеток
CD58 выделение опухолевых клеток выделение опухолевых клеток
CD38 дифференцирование опухолевых клеток от нормальных В-линейных предшественников
дифференцирование опухолевых клеток от пе-
риферической крови
CD45 выделение опухолевых клеток выделение опухолевых клеток
Еще одним способом мониторинга МОБ, использованным нами является 
выявляение химерных транскриптов с участием MLL методами качественной 
обратно-транскриптазной ПЦР (ОТ-ПЦР) и/или количественной ПЦР в режи-
ме реального времени (ПЦР-РВ) для выявления химерных транскриптов. Этот 
метод дает хорошую возможность контролировать МОБ у пациентов первого 
года жизни, так как перестройки 11q23/MLL встречаются у большинства паци-
ентов этой возрастной группы [4, 5, 10, 19–21], а данный метод молекулярной 
диагностики является стандартизованным, легко воспроизводимым и относи-
тельно быстро выполнимым [22–24]. Более того, ОТ-ПЦР позволяет получать 
результаты определения МОБ, сопоставимые с результатами выявления пере-
строек генов Ig/TCR [25, 26] и проточной цитометрии [27].
Сравнительная характеристика различных методов определения МОБ при-
ведена в табл. 2.
Актуальность создания системы мониторинга МОБ у детей первого года 
жизни обусловлена еще и тем, что в нашей стране Л.Г. Фечиной разработан 
оригинальный отечественный протокол MLL-Baby для терапии ОЛЛ у детей 
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первого года жизни [30], который предусматривает многократное определе-
ние МОБ (Рис. 2). Это, в свою очередь, обуславливает необходимость установ-
ления роли наличия и величины МОБ в различные точки наблюдения для про-
гнозирования исходов терапии.
Рисунок 1. Алгоритм анализа данных проточной цитометрии для мони-
торинга МОБ при CD10-позитивном и CD10-негативном вариантах ОЛЛ из 
B-линейных предшественников (ВП-ОЛЛ).
Определение МОБ невозможно без всесторонней оценки инициальных ха-
рактеристик лейкозных клеток, включая наличие и тип перестройки 11q23/MLL, 
а также иммунофенотипа опухолевых бластов с использованием стандартного 
цитогенетического исследования, флуоресцентной гибридизации in situ (FISH), 
ПЦР, проточной цитометрии. Более того, считается, что целый ряд объективных 
факторов затрудняют диагностику ОЛ у детей первого года жизни: криптиче-
ские варианты транслокаций, большое разнообразие перестроек 11q23/MLL, су-
ществование различных типов химерных транскриптов с участием гена MLL, не-
стабильность иммунофенотипа опухолевых бластов [16, 31–38].
Показано, что клинические особенности ОЛ и чувствительность к тера-
пии зависят не только от наличия перестройки 11q23/MLL per se, но и от типа 
гена-партнера [39, 40], которых на сегодняшний день известно 79 [41]. Наи-
более частыми партнерами MLL являются гены AF4, MLLT1 MLLT3, MLLT10, 
MLLT4, ELL, на долю которых суммарно приходится около 85% всех случаев 
MLL-позитивных ОЛ, как у детей, так и у взрослых [31, 41, 42]. В то же время, 
за счет оставшихся 15% и достигается большое разнообразие химерных генов с 
участием MLL, и именно их биологические особенности и клинические харак-
теристики ОЛ, ассоциированных с редкими перестройками гена MLL, являют-
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ся наименее изученными. Традиционно считается, что наиболее неблагопри-
ятной при ОЛЛ является транслокация t(4;11)/MLL-AF4, в то время как про-
гноз для пациентов с t(11;19)/MLL-MLLT1 и t(9;11)/MLL-MLLT3 несколько луч-
ше [40]. С другой стороны, в рамках проспективного исследования Interfant-99 
пациенты с любой из вышеперечисленных транслокаций имели сходную ве-
личину бессобытийной выживаемости [5]. Наиболее неблагоприятными 
транслокациями при ОМЛ являются t(10;11)(p12;q23)/MLL-MLLT10 и t(6;11)
(q27;q23)/MLL-MLLT4 [39].
Рисунок 2. Схема протокола MLL-Baby с указанием точек наблюдения (ТН), 
в которые производилась оценка МОБ.
Таким образом, оценка МОБ, базирующаяся на основе анализа инициаль-
ных цитогенетических, молекулярно-генетических и иммунофенотипических 
свойств опухолевых бластов при ОЛ у детей первого года жизни является акту-
альным вопросом детской гематологии/онкологии.
Материалы и методы
Для сравнительного анализа выявления МОБ методами проточной цитоме-
трии и обратно-транскриптазной ПЦР (ОТ-ПЦР) в анализ был включен 401 обра-
зец костного мозга, полученный от 65 пациентов первого года жизни с ОЛЛ. МОБ 
методом проточной цитометрии определяли на приборах «FACS Canto», «FACS 
Canto II» и «FACS Aria» (Becton & Dickinson (BD), США) с использованием. про-
граммного обеспечения FACS Diva 4.0–6.1 (BD, США). Результат определения МОБ 
рассчитывали в виде процентного содержания опухолевых клеток среди всех ядро-
содержащих клеток костного мозга. Образцы КМ считали МОБ-позитивными при 
величине МОБ>0,01%. При этом для большинства образцов удалось достичь ана-
литической чувствительности в 0,001%. Методические особенности технологии 
проточной цитометрии для мониторинга МОБ были описаны нами ранее [17, 43].
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Таблица 2
Характеристика различных методов, применяемых для определения МОБ у 
пациентов с ОЛЛ (приводится по M. Brügemann et al [28] и T. Szczepanski [29] с 
дополнениями)
               Метод 
Показатель
Определение перестро-
ек генов Ig и TCR мето-
дом ПЦР-РВ
Определение химерных транс-
криптов методом ПЦР-РВ
Многоцветная проточ-
ная цитометрия
Чувствитель-
ность
10-4-10-5 10-4-10-6 10-4-10-5 
Зависит от количества 
вносимых клеток
Количественный 
диапазон
10-2-10-4 10-4-10-5 Варьирует в различных 
исследованиях
Преимущества 
метода
•Применимость для по-
давляющего большин-
ства пациентов с ОЛЛ
•Высокая чувствитель-
ность
•Высокая степень стан-
дартизации
•Доказанная надеж-
ность при использова-
нии в качестве страти-
фикационного критерия
•Исходный материал 
(ДНК) — стабилен при 
транспортировке
•Высокая чувствительность
•Стабильность мишени во вре-
мя курса терапии
•Быстрота
•Относительная простота вы-
полнения
•Для наиболее частых химер-
ных транскриптов имеется стан-
дартизованная методика 
•Применимость для по-
давляющего большин-
ства пациентов с ОЛЛ
•Быстрота
•Возможность коли-
чественной оценки ре-
зультата
•Источник дополни-
тельной информации о 
нормальных и опухоле-
вых клетках
•Стандартизация в рам-
ках проводимых прото-
колов терапии
Недостатки 
метода
•Большая длительность 
•Возможная нестабиль-
ность выбранных марке-
ров (феномен клональ-
ной эволюции)
•Для проведения те-
ста требуется боль-
шое количество знаний 
и опыта 
•Применимо только у части па-
циентов (40-45%)
•Полная стандартизация прове-
дена только для BCR-ABL; для 
остальных химерных генов раз-
работаны только условия прове-
дения ОТ-ПЦР 
•Существует риск ложно-
позитивных результатов вслед-
ствие контаминации
•Исходный материал (РНК) — 
мало стабилен при транспор-
тировке
•Изменение иммуно-
фенотипа во время те-
рапии
•В-линейная регенера-
ция может затруднять 
проведение анализа
•Низкая клеточность во 
время и после индукции 
может затруднять про-
ведение анализа
•Для проведения те-
ста требуется боль-
шое количество знаний 
и опыта
Применимость 90-95% •BCR-ABL (5-8% детей и 30-
35% взрослых с ВП-ОЛЛ)
•TCF3-PBX1 (1-2% детей и 
взрослых)
•Перестройки MLL (70-80% де-
тей <1 года; 3-5% детей >1 
года; 5-7% взрослых)
•ETV6-RUNX1 (20-25% детей)
>95%
Зависит от количества 
одновременно опреде-
ляемых маркеров
Выявление перестроек 11q23/MLL проводили методами стандартной цито-
генетики, FISH, обратно-транскриптазной ПЦР (ОТ-ПЦР) по ранее описанным 
протоколам [35, 36, 44]. Для исключения образцов низкого качества из анализа 
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перед проведением ОТ-ПЦР и ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ) про-
водили оценку качества РНК с использованием микроструйных чипов RNA 6000 
Nano LabChip («Caliper Technologies», США) на Биоанализаторе Agilent 2100 
(«Agilent», Германия) согласно инструкции производителя. В дальнейшую ра-
боту брали образцы, в которых показатель целостности РНК превышал 4,2 [45].
Рисунок 3. Сопоставимость выявления МОБ на разных этапах терапии.
Рисунок 4. Сопоставимость выявления МОБ у пациентов с различными ти-
пами химерных транскриптов, а также в зависимости от наличия нормальных 
В-линейных предшественников (ВП*).
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Рисунок 5. Динамика выявления МОБ методами проточной цитометрии 
(верхняя кривая) и ПЦР-РВ (нижняя кривая) у пациентки с наличием химер-
ного транскрипта MLL-AF4. 
Рисунок 6. БСВ и кумулятивная вероятность развития рецидива МОБ-
позитивных и МОБ-негативных пациентов в зависимости от выявления МОБ в 
точке наблюдения 4 в костном мозге.
В исследование по оценке прогностической значимости выявления МОБ 
методом ПЦР-РВ было включено 53 пациента с ОЛЛ и установленным типом 
перестроек гена MLL, получавших лечение по протоколу MLL-Baby. В исследуе-
мой группе было 20 мальчиков (37,7%) и 33 девочки (62,3%), медиана возраста 
составила 5,3 мес. (диапазон 0,03–11,8). У 25 пациентов (47,2%) был выявлен 
химерный транскрипт MLL-AF4, у 10 пациентов (18,9%) — MLL-MLLT3, 9 паци-
ентов имели химерный транскрипт MLL-MLLT1 (17,0%), 5 пациентов (9,4%) — 
MLL-MLLT10, у 4 пациентов (7,5%) был обнаружен химерный транскрипт MLL-
EPS15. Определение МОБ проводилось в 142 парных образцах костного мозга 
и периферической крови. Количественную ПЦР в режиме реального времени c 
чувствительностью не ниже 1*10-4 проводили согласно рекомендациям между-
народного протокола «Европа против рака» [22, 23].
Для статистической обработки данных использовали программное обеспе-
чение «SPSS 18.0», «STATISTICA 8.0», «R-statistics». При сравнении двух групп 
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пациентов по количественным признакам использовали критерий Манна-
Уитни. Результаты терапии оценивались по кривым бессобытийной выживае-
мости (БСВ), построенным по методу Каплана-Майера, а также по кумулятив-
ной вероятности развития рецидива. Для сравнения кривых использовались 
непараметрические log-rank критерий и критерий Грея, соответственно. Стан-
дартную ошибку (СО) рассчитывали по формуле Гринвуда. Расчет отношения 
опасности (ОО) с 95% доверительным интервалом (ДИ) был проведен по ме-
тоду Кокса в однофакторной и многофакторной моделях. Параметры сравни-
вались с использованием теста Вальда. Все различия считались достоверными 
при р<0,05. Информированное согласие на проведение диагностических и ле-
чебных процедур было получено во всех случаях.
Рисунок 7. БСВ и кумулятивная вероятность развития рецидива у 25 паци-
ентов группы высокого риска (с наличием MLL-AF4) (A) и 28 пациентов груп-
пы промежуточного риска (все остальные перестройки гена MLL) (Б) в зависи-
мости от обнаружения МОБ в ТН4 в КМ.
Результаты
Качественная сопоставимость результатов проточной цитометрии и ОТ-
ПЦР в 401 образце КМ составила 87,0%. При этом в 50 образцах МОБ была об-
наружена только в ходе ПЦР, и лишь в 2 — только проточной цитометрией. 
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Сопоставимость результатов была достоверно ниже в образцах, взятых на эта-
пе индукционной терапии (78,6%; n=131) по сравнению с образцами этапов 
консолидации/интенсификации (n=209; 90,4%) и терапии рецидива (n=61; 
93,4%) (p=0,002). В то же время не выявлено значимых различий между тремя 
точками наблюдения (день 15, день 36, день 43) во время индукционной тера-
пии (p=0,098) (Рис. 3).
Рисунок 8. Мониторинг МОБ у пациента с ОМЛ и наличием химерного 
транскрипта MLL-MLLT11 методом ПЦР в режиме реального времени. Верхняя 
кривая — величина МОБ, нижняя – чувствительность, рассчитанная согласно 
рекомендациям консорциума «Европа против рака» [22].
Образцы пациентов с наличием химерного транскрипта MLL-MLLT3 име-
ли наименьшие показатели сопоставимости данных проточной цитометрии и 
ОТ-ПЦР по сравнению с теми, у которых выявлялись MLL-AF4, MLL-MLLT1, MLL-
EPS15 (p<0,001) (Рис. 4). Наличие в образце нормальных B-линейных предше-
ственников (ВП) не влияло на сопоставимость результатов обнауржения МОБ 
(p=0,838).
Несмотря на то, что прямое количественное сопоставление результатов 
определения МОБ двумя данными методами невозможно, кинетика величи-
ны МОБ во время терапии сходна для проточной цитометрии и ПЦР-РВ (Рис. 
5). Вследствие этого, у пациентов, у которых определяется химерный транс-
крипт с вовлечением MLL, возможно одновременное применение данных мето-
дов. Во время индукционной терапии и в начале консолидации/интенсифика-
ции, когда необходимо количественное определение МОБ, предпочтительнее 
использовать данные проточной цитометрии. В то же время, в последующих 
точках наблюдения достаточно только качественного определения МОБ, поэ-
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тому целесообразнее использовать результаты определения химерных транс-
криптов методами ОТ-ПЦР/ПЦР-РВ вследствие более высокой чувствительно-
сти метода.
Оценка прогностической роли выявления МОБ в ходе лечения по протоко-
лу MLL-Baby показала, что наличие МОБ в точке наблюдения 4 в костном моз-
ге ведет к достоверному снижению БСВ и повышению кумулятивной вероят-
ности развития рецидива (рис. 6). При разделении пациентов по группам ри-
ска протокола MLL-Baby сохранялись достоверные различия в величинах БСВ 
и кумулятивной вероятности развития рецидива между МОБ-позитивными и 
МОБ-негативными пациентами в точке наблюдения 4 в костном мозге (Рис. 
7). В то же время использование периферической крови для выявления МОБ у 
данной группы пациентов себя не оправдало. Технически это выполнимо, од-
нако значимой прогностической роли выявление МОБ в периферической кро-
ви не имело. При проведении многофаторного анализа единственным значи-
мым фактором являлось сохранение МОБ в точке наблюдения 4 в костном моз-
ге (ОО=7,326 (95% ДИ 2,378–22,565)) (табл. 3).
Сходные данные получены и для ОМЛ у детей первого года жизни. Длитель-
ное сохранение МОБ при ОМЛ, даже в условиях клинико-гематологической ре-
миссии, неизбежно приводит к рецидиву (рис. 8). 
Обсуждение
МОБ — как уже отмечалось ранее — это сохранение в организме пациента 
опухолевых клеток в количествах, не распознаваемых стандартными цитоло-
гическими методами. Но даже в том случае, если в образцах КМ, взятых во вре-
мя терапии, количество опухолевых клеток ниже уровня чувствительности ци-
тологического метода (<1%), они вносят существенный вклад в неблагопри-
ятный исход заболевания [46–51]. МОБ — это один из современных вариантов 
оценки ответа опухоли на химиотерапию, и оценка МОБ находит свое приме-
нение не только при лечении ОЛ, но и ряда солидных опухолей, лимфом, мно-
жественной миеломы. 
Большое количество усилий было приложено для стандартизации всех эта-
пов количественного анализа при определении специфических для каждо-
го больного перестроек генов иммуноглобулинов (Ig) и Т-клеточных рецепто-
ров (TCR) методом ПЦР. Это дало возможность определить требования к ко-
личеству вносимого в реакцию материала, сформулировать основные понятия 
и принципы, разработать алгоритмы данного вида лабораторной диагности-
ки в условиях проведения многоцентровых исследований [52, 53]. Данный ме-
тод широко применяется при мониторинге МОБ у детей и взрослых с ОЛЛ в 
европейских странах [28, 46, 49, 54]. На основании результатов, получаемых 
при мониторинге МОБ, уже сегодня проводится стратификация пациентов с 
ОЛЛ, получающих терапию по многим современным протоколам [50, 55–57]. 
Он также хорошо себя зарекомендовал не только при de novo ОЛЛ, но и при ре-
цидивах ОЛЛ [58, 59].
Из недостатков определения МОБ методом выявления индивидуальных пе-
рестроек Ig/TCR следует отметить то, что проведение такого исследования тех-
нически сложно, растянуто по времени и относительно дорого [28, 29, 48], что 
затрудняет его использование для решения клинических задач в условиях на-
шей страны.
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Еще одним подходом для мониторинга МОБ является использование 
сиквенса зоны разрыва в MLL и гене-партнере [60] для создания пациент-
специфичной тест-системы с оценкой методом ПЦР-РВ [57, 61, 62]. К преиму-
ществам данного метода следует отнести возможность абсолютного подсчета 
МОБ (по сравнению с использованием РНК/кДНК), а также прямую взаимос-
вязь между количеством химерного гена с участием MLL и опухолевых клеток 
лейкозного клона (по сравнению с перестройками Ig/TCR). В целом последова-
тельность выполнения и интерпретации результатов очень близка к тому, что 
было предложено для перестроек Ig/TCR Европейской рабочей группы по изу-
чению МОБ при ОЛЛ (ESG-MRD-ALL, в настоящее время — EuroMRD) для пере-
строек Ig/TCR [52]. Данный подход технически выполним и позволил с успе-
хом проводить мониторинг МОБ как у детей первого года жизни [57], так и 
взрослых [61] с наличием перестроек MLL. Проведенный сравнительный ана-
лиз определения МОБ по перестройкам Ig/TCR и индивидуальной структуре 
зоны разрыва в ДНК при образовании химерного гена c участием MLL показал 
хорошую степень сопоставимости двух методов [57]. 
Третьим из существующих методов мониторинга МОБ является примене-
ние ОТ-ПЦР и/или ПЦР-РВ для выявления химерных транскриптов. Химерные 
транскрипты, выявляемые методом ОТ-ПЦР, или величина МОБ, определяемая 
при проведении ПЦР-РВ, используется в качестве фактора ответа на терапию 
относительно редко. Одной из причин этого является то, что химерные гены 
встречаются в среднем только у 40% пациентов с ОЛЛ. Однако, в случаях вы-
явления химерных транскриптов, они являются высокочувствительными (10-
4-10-6) и стабильными маркерами [28, 29]. Поэтому, данный вариант монито-
ринга МОБ нашел свое применение в группах, выделенных именно по нали-
чию конкретного химерного гена. Так в работе L. Elia et al. при выявлении хи-
мерных транскриптов MLL-AF4 методами ОТ-ПЦР и ПЦР-РВ у 17 взрослых па-
циентов с ОЛЛ было показано, что у пациентов достигших МОБ-негативности 
кумулятивная вероятность развития рецидива была ниже, чем у тех, кто оста-
вался MLL-AF4-позитивным (44% и 88% соответственно) [62]. Позднее этой же 
группой исследователей был проведен анализ 12 случаев ОЛЛ, включая 1 паци-
ента младше 1 года и 3-х — старше 1 года, с наличием химерного транскрип-
та MLL-MLLT1. Интересно, что у 5 пациентов в этой группе, включая пациен-
та первого года жизни, получавшего терапию по протоколу Interfant-99, было 
выявлено длительное персистирование химерного транскрипта MLL-MLLT1, а 
также повторное его выявление после достижения МОБ-негативности без по-
следующего развития клинико-гематологического рецидива [63]. Все это сви-
детельствует в пользу того, что определение МОБ путем выявления химерных 
транскриптов с участием MLL должно быть использовано в таргетных группах, 
каковой являются дети первого года жизни, как для получения новых данных 
о биологии опухоли, так и для оценки клинической значимости этого метода, 
что и было продемонстрировано нами.
Четвертым методом определения МОБ является многоцветная проточная 
цитометрия. При определении МОБ методом проточной цитометрии позитив-
ными считаются образцы, в которых на точечных графиках определяется груп-
па из 10 и более клеток, имеющих лейкоз-ассоциированный иммунофенотип 
и значения параметров светорассеяния, соответствующие лимфоцитам/лим-
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фобластам. Максимальная чувствительность метода (анализ 1 000 000 клеток) 
составляет 0,001%, то есть, возможно выявить одну опухолевую клетку среди 
100 000 нормальных. В то же время далеко не во всех случаях клеток в образ-
це достаточно для достижения такой чувствительности. Поэтому минимально 
достаточной рутинной чувствительностью обычно принято считать 0,01%, для 
достижения которой необходим анализ 100 000 клеток. Если по тем или иным 
причинам не удается собрать достаточное количество клеток, а опухолевые 
клетки не выявляются, исследование считается не выполненным.
Результаты определения МОБ методом проточной цитометрии при ОЛЛ у 
детей первого года жизни на данный момент представлены лишь в одной пу-
бликации группы Interfant, в которой исследовался 51 пациент, получавший те-
рапию по протоколам Interfant-99 и Interfant-06 в рамках итальянской группы 
AIEOP. МОБ определяли на 15-й и 33-й дни индукционной терапии. Авторами 
работы был сделан вывод о том, что определение МОБ методом проточной ци-
тометрии на 15-й день терапии может быть с успехом использовано в комби-
нации с другими прогностическими факторами для стратификации пациентов 
[64].
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